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ABSTRAK 

Objektif kajian ini adalah mengkaji komuniti mikroorganisma dengan kaedah tanpa 

pengkulturan pada dua sampel tanah berbeza yang diambil dari kawasan paya bakau, 

Kingfisher, menerusi ribosomal DNA. Jumlah DNA dari populasi mikroorganisma telah 

diasingkan melalui teknik pengekstrakan secara terns, iaitu SDS-proteinase K. Daripada 

kajian, jumlah kepekatan DNA yang dihasilkan daripada kedua-dua tanah berada dalam 

lingkungan 3.41x 104 dan 3.52xlO\1g1ml, dengan nisbah OD260123o antara 0.99 dan 1.18. 

Primer-primer yang mensasarkan subunit kecil ribosom dan kawasan ' internal transcribed 

spacer' digunakan untuk tujuan peR. Walau bagaimanapun, amplifikasi DNA dari tanah 

sering dihalang oleh perencat tanah seperti asid humik, asid fulvik, kompaun fenolik dan 

logam berat. Oleh yang demikian, proses penulenan pada ' column chromatography 

hydroxyapatite' telah dijalankan untuk menghilangkan perencat tanah. Saiz fragmen yang 

berjaya diperolehi melalui primer PSU adalah lebih kurang 1000bp; manakala pasanagan 

primer tDlIrP2 dan 18S69118S1577 adalah lebih kurang 1500bp. Primer FITS 

amplifikasi fragmen yang pendek kira-kira 300-500bp. Diversiti tanah liat menunjukkan 

bahawa Pseudomonas, fungi serta organisma eukariot yang hadir, manakala tanah pasir 

hanya menunjukkan kehadiran organisma eukariot. 
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PCR AMPLIFICATION SOIL MICROBE IN KINGFISHER MANGROVE AREA 

ABSTRACT 

The objective of this study was to investigate the presence of microbial communities by 

culture-independent method in two different soil samples collected from mangrove area 

(Kingfisher) by ribosomal DNA.The total DNA of microbial populations and isolates 

from a community was extracted by SDS-proteinase K direct lysis technique. DNA yields 

from the two soil sampels were 3.41x 104 Jlg/ml and 3.52x 104Jlg/ml respectively, with an 

OD260123o purity ratio between 0.99 and 1.18. These DNA were then amplified through 

polymerase chain reaction (PCR). Primer targeted small subunit rDNA and intergenic 

spacer region were used for PCR. However, amplification of DNA from soil is often 

inhibited by co-purified contaminants such as humic acid, fulvic acid, heavy metal and 

phenolic compound. Therefore, purification on column chromatography hydroxyapatite 

was carried out for eliminating soil-based inhibitors. The estimated molecular size of the 

amplified fragment for primer pair PSU was 1000bp; whereas primer pairs tDlIrP2 and 

18S69/18S 1577 were around 1,500 bp. Primer pairs FITS amplified shorter fragment 

sizes of around 300-500bp. Loamy soil showed different diversity of bacterial which 

included Pseudomonas, fungus and some eukaryotic orgarusm; however sandy soil 

indicated only presence of eukaryotic organism. 
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BABl 

PENDAHULUAN 

1.1 PENGENALAN 

Komuniti mikroorganisma yang wujud dalam tanah adalah sangat menakjubkan. 

Mengikut jangkaan, Vigdis Torsvik (1987) bahawa terdapat sebanyak 10,000 spesies 

yang berlainan dalam 100g tanah. Daripada itu, sebanyak 10ell individu bakteria telah 

didapati dalam lOOg tanah. Tanah sememangnya satu persekitaran yang komplek, di 

mana ia terdiri daripada pelbagai 'mikro-niehes' yang tidak terhingga hidup dalam 

keadaan parameter berbeza seperti fizikal, akues dan gas. 

Pemahaman terhadap diversiti mikroorganmisma seiringan dengan komposisi 

spesies daripada komuniti tanah sering terhalang berikutan masalah dalam mengelaskan 

mikroorganisma. Mikroorganisma adalah seni seeara keseluruhan dan tidak mempunyai 

bentuk luaran yang ketara untuk mengelaskan mengikut morfologi. Tambahan pula, 

pengelasan berdasarkan eiri-eiri fisiologi dan biokimia tidak dapat dilakukan disebabkan 

sebanyak 99% mikroorganisma dalam persekitaran tidak dapat diasingkan. Untuk 
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memperoleh pengetahuan yang lanjut tentang peranan diversiti mikroorganisma, 

penggunaan teknik molekular adalah amat diperlukan. 

Teknik molekular yang dipelopori oleh Woese et al. (1987) menunjukkan bahawa 

semua organisma dalam dunia dapat dikelaskan melalui perbandingan analisis jujukan 

subunit kecil ribosomal RNA (SSU rRNA). Perbandingan analisis subunit kecil rDNA 

(16S atau 18S rDNA) dan jujukan lain menunjukkan babawa kehidupan dunia dapat 

dikategorikan dalam tiga domain yang utama, iaitu, bakteria, eukarya dan arkaea 

(Madigan et al., 2002). Pokok filogenetik yang berdasarkan rRNA menunjukkan bahawa 

biodiversiti dunia yang utama adalah mikroorganisma. 

Pace et al. (1997) telah menyedari bahawa rangka filogenetik pada jujukan rDNA 

boleh diguna untuk mereka primer dan probe. Penggunaaan teknik molekular ini 

membolehkan kerja mengesan dan pengelasan mikroorganisma dalam habitat semulajadi 

dapat dijalankan. Ini kemudiannya dapat menentukan struktur, fungsi dan dinamik pada 

komuniti bakteria (Muyzer & Smalla, 1998). 

DNA ribosom (rDNA) yang mengekodkan struktur RNA telah diguna dalam 

analisis genome. Oen rDNA ini adalah penting dalam mengenalpasti organisma prokariot 

dan eukariot dengan menggunakan kaedah pembezaan terus jujukan asid nukleik 

organisma tersebut pada 16-18S rDNA. Hal ini dernikian kerana gen rDNA terdapat 

hampir pada semua spesies organisma, di mana sebahagian besar spesies telah 

dikenalpasti menerusi gen ini. Selain itu, kawasan ' Internal Transcribed Spacer' (ITS) 
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pada rONA juga digunakan dalam pengenalpastian mikroorganisma. Kawasan ITS 

membenarkan pembezaan ke atas spesies yang berkait rapat (Bruns et aI. , 1993). 

Misalnya, ' Internal Transcribed Spacer' telah berjaya menghasilkan primer spesifik yang 

membezakan spesies fungi yang berkait rapat (Bryan et al. , 1995). 

Kepentingan penggunaan rDNA dapat dilihat dari pelbagai aspek. Antaranya, 

pengkionan 16S rDNA yang telah diamplifikasi oleh peR adalah pendekatan yang paling 

berjaya dalam menerokai diversiti mikroorganisma, di samping menentukan komposisi 

spesies dari campuran komuniti mikroorganisma. Kerja pengenalpastian ke atas populasi 

mikroorganisma turut dijalankan untuk mengkaji fungsi mikroorganisma dalarn tanah. 

Populasi bakteria dari seluruh dunia telah dikatakan berasal dari nich yang sarna dengan 

penggunaan teknik 16S rDNA (Felske et ai., 1997). Kajian ini menunjukkan kehadiran 

konsortia barn yang tidak boleh dikultur menerusi teknik pengkulturan (Head et aI. , 

1998). Selain itu, analisis subunit kecil ribosomal DNA dapat mengatasi perubahan yang 

timbul dari komuniti mikroorganisma pada peringkat genetik. Ini dapat dilihat dalam 

penentuan kewujudan bebas nich-mikroorganisma dan interaksi sesarna mikroorganisma 

itu (Lee et al. , 1996). 

Di sampmg itu, pencapjarian genetik juga diguna dalam kajian diversiti 

mikroorganisma. Teknik pencapjarian genetik merupakan bentuk ataupun profil komuniti 

yang berasaskan pemisahan fizikal terhadap nukleik asid spesies tertentu (Stahl dan 

Capman, 1994). Kaedah ini adalah cepat dan mudah dilakukan. Kaedah ini juga penting 

kerana berupaya menganalisis banyak sampel secara serentak. Ini kemudian 
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membolehkannya diguna untuk membanding diversiti genetik pada komuniti 

mikroorganisma dari pelbagai habitat. 

Dalam kajian ini, teknik menganalisis jumlah komuniti DNA dalam persekitaran 

tanah paya bakau telah diguna seperti yang dinyatakan oleh Vigdis Torsvik (1987). 

Analisis ke atas komuniti mikroorganisma adalah kaedah tanpa pengkulturan. Jumlah 

DNA daripada populasi mikroorganisam diasing dengan kaedah pengekstrakan terns. 

Seternsnya, 5 primer yang mensasarkan kawasan DNA ribosom dalam prokariot dan 

eukariot digunakan untuk tujuan tindakbalas polimerase berantai. Sebagai tambahan, 

diversiti komuniti tersebut boleh diciri melalui pendekatan pengklonan berserta jujukan 

nukleotida pada klon yang dipilih secara random. 

1.1 Objektif Kajian 

Objektif kajian ini adalah mengkaji diversiti mikrob tanah yang diambil daripada hutan 

paya bakau melalui amplifikasi kawasan DNA ribosom dengan tindakbalas berantai 

polimerase. 
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BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 HUT AN PAY A BAKAU 

Hutan paya bakau biasanya terdapat di delta sungai atau berdekatan sungai di sebelah 

hulu. Perkataan 'mangrove' adalah merujuk kepada paya bakau. Perkataaan ini berasal 

dari kombinasi 'manggi-manggi' dalam bahasa Melayu, yang merujuk kepada pokok 

Avicennia, dan perkataan Arabic 'el gurm', sebagai 'mang-gurm' (Harbison, 1986). --

Hutan paya bakau dibentuk akibat daripada pemendapan sungai. Batu-bata yang 

terlindung daripada pukulan ombak dan angin membenarkan pemendapan berlaku 

sepanjang proses pembentukan hutan paya bakau. Rhizophora, Sonneratia dan Avicennia 

adalah spesies tumbuhan paling kerap dijumpai dalam hutan paya bakau. Ekosistem paya 

bakau mengandungi komponen abiotik dan biotik (Chandwick et al., 1990). Tanah paya 

bakau terdiri daripada pasir, kelodak dan lanar dalam kombinasi yang berbeza. Tanah 

lumpur dirujuk sebagai campuran pasir dan kelodak yang kaya dengan bahan organik 

(Field, 1995). Bahagian permukaan atas tanah paya bakau yang berwarna kuning adalah 

porus dan mempunyai kebolehan menapis udara dan air ketika air-surut, berbanding 
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dengan tanah kelodak yang berwarna hitam. Tanah di bawah permukaan paya bakau pula 

dilitupi oleh air. Pereputan bahan organik berlaku pada kadar yang rendah. Di samping 

itu, pengudaraan di dalam tanah semakin kurang berikutan pertambahan kedalaman 

(Hellier, 1998). Tanah yang berwarna kelabu-hitam serta berbau menunjukkan kehadiran 

hidrogen sulfat akibat daripada aktiviti anaerobik bakteria penurun suI fat, rnisalnya 

Desuifovibrio sp (Green, 1998). 

Kemasinan air di hutan paya bakau berbeza dan bergantung kepada keadaan air 

pasang-surut. Tanah paya bakau adalah neutral terhadap sedikit asid disebabkan bakteria 

penurun sulfat dan kehadiran kelodak yang berasid. Diversiti mikrob dalam tanah hutan 

paya bakau adalah pelbagai dan bergantung kepada keadaan air pasang dan surut. Antara 

bakteria yang kerap dijumpai dalm kawasan paya termasuklah Actinomycetes dan bakteria 

methanogenik (Madigan et aI., 2002). 

2.2 DIVERSITI MIKROORGANISMA T ANAH 

Diversiti mikroorganisma dalam tanah paya bakau adalah sangat kompleks seperti 

diversiti mikroorganisma dalam tanah. Diversiti mikroorganisma tanah terdiri daripada 

sejumlah besar organisma mikroskopik iaitu bakteria, fungi, alga dan protozoa. Spesies 

fungi mempunyai sebanyak 1.5 ratus juta tetapi banya lima peratus yang diketahui. 

Spesies bakteria pula mempunyai seratus juta, tetapi yang diketahui hanya kira-kira lima 

ribu sahaja pada abad yang lepas (Smalla et at., 1993). Diversiti mikroorganisma tanah 

sukar dicirikan berikutan diversiti fenotik dan genetik yang melampau. Mengikut 
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jangkaan, diversiti genetik mikroorganisma tanah berasaskan eksperimen DNA 

' renaturation' menunjukkan bahawa terdapat 4 x 103 sehingga 7 x 103 gen yang berlainan 

dalam satu gram tanah (Selenska & Klingmuller, 1991). Pengekstrapolasi data ini pada 

diversiti spesies pula menunjukkan bahawa terdapat kira-kira 103 ataupun lebih Jerus 

spesies yang menduduki dalam tanah (Selenska & Klingmuller, 1991). 

Torsvik telah menggunakan kaedah penggabungan semula kinetik DNA untuk 

menganggar lebih daripada 10,000 spesies bakteria dalam satu gram tanah (Torsvik et a/. , 

1990). Pada mulanya, kaedah penggabungan semula kinetik DNA dibangunkan untuk 

menilai gen mamalia yang kompleks. Kaedah ini kemudiannya digunakan secara luas 

bagi menentukan gen bakteria (Gills et al. , 1992). Pendekatan ini berdasarkan anggapan 

bahawa DNA denaturasi yang kompleks akan menggabung semula pada kadar lebih 

rendah berbanding dengan jenis DNA denaturasi yang kurang kompleks; manakala 

kinetik penggabungan adalah berkadar terns kepada kekompleksan struktur gen. Teknik 

ini tidak sesuai dalam menganalisis diversiti bakteria tanah kerana kurang sensitif dalam 

menilai perubahan diversiti. Namun begitu, teknik ini memberi laluan kepada 

pembangunan kaedah pengiraan seperti pengiraan piring atau 'most probable 

number' (MPN) (Johnsen et al., 2001). 

2.2.1 Pengiraan Piring dan Pengiraan Secara Terns 

Dalam kaedah pengiraan piring ini, organisma spesiftk. dari taksonorni atau kumpulan 

berfungsi tertentu dikultur dalam media agar. Koloni ini kemudian diasingkan dari media 
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untuk dikenalpasti 01 andamme et aI., 1996). Dalam menilai diversiti mikroorganisma 

yang boleh dikultur, koloni berkenaan pada medium diplot melawan masa inkubasi. 

Pengiraan piring hanya dapat menganggar 1-10% daripada jumlah mikroflora tanah 

(Bakken, 1997). Perbezaan ini berlaku berikutan terdapat ketidaksamaan tahap 

pergantungan antara organisma berlainan, ketidakupayaan untuk menghasil kultur tulen 

seperti keadaan persekitam sebenar yang dihadapi oleh mikroorganisma dalam tanah. 

Tambahan pula, sesetengah spesies mikrob hanya boleh dikultur bawah keadaan fizikal 

tertentu (Muyzer & Smalla, 1998). 

Pengiraan secara terus dengan mikroskop pendarfluor berupaya memberi bilangan 

100-1000 kali lebih banyak daripada pengiraan piring. Beberapa cara untuk menanda 

protein dan asid nukleik untuk bakteria juga digunakan. Antaranya termasuklah 

'fluorescein isothiocyanate' (FITC), 'acridine orange' (AO), 'ethidium bromide' (EB) 

dan 'differential fluorescent stain' (DFS) (Johnsen et al., 2001). Kaedah penanda untuk 

bakteria sel yang aktiftermasuklah 'fluorescent diacetate' (FDA) atau 'probe redox'. Cara 

memperbaiki pengiraan secara terus dilakukan dengan video kamera pada rnikroskop 

epifluorescent (Bloem et aI., 1995). Walaupun begitu, langkah ini tidak dapat mengira 

spesies mikroorganisma dengan spesifik disebabkan penanda yang diguna tidak dapat 

membezakan mikroorganismal sel hidup dan mati. 

Selain itu, terdapat kaedah lain yang turut diguna dalam membandingkan 

komuniti tanah. Antaranya termasuklah penghibridan DNA secara silang. Penghibridan 

DNA secara silang telah diguna untuk membandingkan komuniti tanah terutamanya 
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persamaan antara dua jenis bakteria (Stackebrandt & Goebel, 1994). Kaedah ini tidak 

sensitif dan menjadinya sukar diguna secara kuantitatif bagi menentukan komuniti yang 

mempunyai struktur hampir sama. 

2.2.2 Analisis Asid Fosfolipid 

Pendekatan anal isis asid fosfolipid dapat mengatasi masalah yang timbul daripada 

pemilihan pengkulturan dalam menilai komposisi mikroflora tanah (pankhurst et ai. , 

2001). Teknik ini berdasarkan pengekstrakan, pemecahan, pengmetilan dan kromatografi 

komponen fosfolid pada lipid tanah. Fosfolipid adalah berkaitan dengan komponen 

mikroflora tanah kerana fosfolipid merupakan komponen penting bagi sel membran yang 

hidup. Fosfolipid ini akan dipecah dengan cepat apabila sel mati, dan tidak boleh tahan 

lama untuk berinteraksi dengan koloid tanah (Zelles, 1999). 

Tambahan pula, fosfolipid adalah biopenanda yang penting; fosfolipid 

membentuk sebahagian daripada berat organisma. Perubahan pada fosfolipd profil 

berkaitan dengan variasi terdapat pada kumpulan mikrobial. Perubahan ini dapat 

diterjemah dengan merujuk kepada pangkalan data kultur tulen dan urutan biosintetik 

yang diketahui (Zelles, 1999). Pengekstrakan terus melalui kaedah analisis asid fosfolipid 

ataupun kesemua asid lemak dari tanah tidak membolehkan keIja pengesanan dilakukan 

pada peringkat spesies. Kaedah ini hanya dapat diguna untuk menganggar perubahan 

pada struktur komuniti secara kasar (Tunlid & White, 1992). 
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Walau bagaimanapun, pengenalpastian spesies melalui analisis asid lemak boleh 

dijalan bersama media kultur yang piawai dan pangkalan data. Banyak asid lemak telah 

diasingkan daripada kumpulan spesifik mikroorganisma. Berat bakteria dapat dikira 

dengan membuat ringkasan terhadap beberapa asid lemak, misalnya berat fungi diperoleh 

dari asid lemak dalam nisbah 18:2co6c (Frostegard & Baath, 1996). 

Walaupun kaedah pengkulturan telah lama diguna dalam mengkaji diversiti 

mikroorganisma dalam tanah, namun kaedah ini tidak sesuai digunakan atas sebab kurang 

daripada 1 % mikroorganisma tanah yang boleh dikultur (Olsen et al., 1990). Kebanyakan 

spesies yang dapat dikultur dari pengekstrakan sampel DNA dari persekitaran merupakan 

spesies yang kurang penting dalam komuniti alam semula jadi. Tambahan pula, _ 

mikroorganisma merupakan organisma kecil dan sukar dikelaskan. Kelemahan kaedah -

pengkulturan disebabkan ketidaksesuaian keadaan pengkulturan. Lantaran itu, hanya 

prokariot jenis cepat-tumbuh dapat dikultur dalam media (Nubel et al. ,1996). Oleh itu,~ ~ 

kaedah ini tidak dapat diguna untuk menganalisis komuniti tanah, lebih-lebih lagi 

populasi tanah mempunyai populasi bakteria yang tinggi daripada habitat lain (Olsen et 

al. , 1990). Maka, kaedah yang lebih canggih seperti analisis terhadap ribosomal DNA 

(rDNA) diperkenalkan. 

2.3 PENGEKSTRAKAN ASID NUKLEIK 

Pengekstrakan nukleik asid merupakan langkah amat penting dalam penyiasatan 

molekular bagi mikroorganisma. Lantaran itu, pelbagai jenis kaedah dibangunkan untuk 

...,.. 
~ 
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